低分化型大腸腺癌における遺伝子異常の解析と予後に関する検討 by 若月 滋
低分化型大腸腺癌における遺伝子異常の解析と予後
に関する検討
著者 若月 滋
号 1547
発行年 1999
URL http://hdl.handle.net/10097/21778
 氏名(本籍)
 学位の種類
学位記番号
学位授与年月日
 学位授与の条件
研究科専攻
学位論文題目
予と
卿
析
潟
解
 新
の
 鵬
滋
)
号
日
当
科
異
 し
学
5
該
究
攻
子
 7
2
項
研
専
伝
系
系
遺
 医
胆
月
卿
学
学
る
 -
-
3
条
腿
酬
測
 年
4
学
)
こ
 憾
月
士
第
1
悌
大
程
翻
 1
貝
学
課
腺
討
博
成
規
大
士
腸
検
 位
北
博
大
る
 肋
若
博
医
平
学
東
(
型
す化
関
 分
に
低
後
論文審査委員
 (主査)
教授豊田隆謙
教授野田哲生
教授安井明
 一201一
論文内容要旨
 本研究では,組織学的に稀なため,未だ充分な遺伝子的検討がなされていない日本人の低分化
 型大腸腺癌を用いて,発癌機構をゲノム不安定性及び癌関連遺伝子の異常の面から調べ,従来の
 報告と比較検討してみた。また大腸癌で予後を規定する可能性が報告されているマイクロサテラ
 イト不安定性(MSI)とそれにより生じた異常蛋白の認識により成立すると考えられる免疫系と
 の相関も検討した。その際,大腸癌における主要な予後決定因子であると報告された腫瘍細胞間
 浸潤CD8+丁細胞(CD8)に着目した。
 対象として,1960～1988年に癌研付属病院で外科的に切除された日本人の低分化型大腸腺癌
 33症例のホルマリン固定パラフィン包埋標本を用いた。検索した5ヶ所のマイクロサテライト・
 マーカーのうち2ヶ所以上に異常バンドを認めた場合をMSI+としたところ,17例(52%)が
 MSI+で,高・中分化型癌(5/62,8%)より有意に高頻度であった(p<0.00001)。従って,
 DNAミスマッチ修復(MMR)異常の発癌メカニズムヘの深い関与が示唆された。また,MMR
 関連遺伝子に関して,TGFβR瓦1G朋R,β沌Xの蛋白コード領域内の繰り返し配列における
 異常は,MSI+の17例中11例に認められ,これらがMMR遺伝子に異常のある場合のターゲッ
 トであることを示唆した。さらに,この11例中8例はんM8冠3またはんMS五16のいずれかの繰
 り返し配列における異常を示したが,これらは体細胞変異であり,発癌過程において結果として
 異常が生じたものと考えられた。p53蛋白の免疫染色の結果,70%(22/33)に核内異常集積を
 認め,従来の報告50～60%と比較して高い率を示した。TP53にLOHを認めた症例も合わせ
 ると,いずれかに異常を認めたものは82%であった。K-rαsのコドン12の異常は,allele-
 specificoligonucleotideによるサザンプロット法によると,30%(10/33)で,従来の報告40
 ～60%と比較して低頻度にとどまった。、4PCのMCRの異常は,PCR-SSCP法によると,
 16%(4/25)で,従来の報告40～60%と比較して低頻度であった。しかし,高・中分化型癌に
 対する同様の検討の結果(ll/65,17%)から,SSCPの検出率は40～50%と推定された。
 従って,今回の低分化型癌の結果も,p53の推定変異率82%にほぼ対応した結果と考えられた。
 β一。α孟2漉πのGSK-3β部位の異常は,同様の方法によると,6%(2/32)で,従来の報告と同様
 の傾向であった。ただし,両者に共に異常を示した症例はなかった。以上より,p53蛋白異常ま
 たはTP53にLOHを示すが,K-rαsには異常を来さずに癌化したと考えられる症例が約60%を
 占め,塵πoひ。型と同様の遺伝子異常を示す型の発癌経路が優位である可能性が示唆された。ま
 た,これらの癌関連遺伝子の異常とMSI+との間に有意な相関は認められなかった。
 Kaplan-Meier法による検討では,従来の報告のように,MSI+の場合に有意に生存率がよく
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 なる傾向を認めた(p=0.04)。また,Mann-WhitneyのU検定によると,免疫染色法によって
 検討したCD8と低分化型との問に有意な相関を認めた(p<0.001)。さらに,同様の検定により,
 低分化型におけるMSI+とCD8の高度浸潤との問に有意な相関を認めた(p=0.05)。Kaplan-
 Meier法によると,MSI+を特徴づけるCD8≧100(/0.933m㎡)をcu七一〇ff値とした場合に,有
 意に生存率がよくなる傾向を認めた(p=0.02)。さらに,MSI+かっCD8≧100の群は,MSI一
 かつCD8〈100の群に比べて有意に生存率が高かった(p=0.001)。従って,CD8の高度浸潤
 はMSI+と相関し,MSI+と合わせて予後を良くしていると推定された。その他,従来,報告
 されてきたTNM分類,腫瘍細胞の浸潤形態,腫瘍周囲におけるクローン病様リンパ球浸潤も,
 各々,有意に生存率と相関した。しかし,MSI+かっCD8≧100の群が最も高い生存率を示し
 た。
 以上より,日本人の低分化型大腸腺癌の発生には,MSIを指標とするゲノム不安定性が主要
 な原因の一つとなっており,MMR異常の発癌メカニズムヘの関与が示唆された。また,p53蛋
 白の核内異常集積またはTP53のLOHの高率な検出率に比べてK-rαsの変異は低率で,また
 MSI+の場合には種々の標的遺伝子に異常を頻発しており,いわゆるadenoma-carcinoma
 sequenceとは異なる経路を経て癌化するものが優位である可能性が示唆された。大腸癌の予後
 を規定する因子の一つとしてMSI+が報告されているが,それによって賦活増強されると考え
 られる免疫系の指標の一つとしてCD8の存在が重要であり,両者のかかわり合いがより強い予
 後決定因子となりうる可能性が考えられた。
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 審査結果の要旨
 従来,散発性大腸癌の多くは,いわゆるadenoma-carcinomasequenceの経路をとると考え
 られているが,一方,いわゆる42πooo型の経路も存在すると考えられている。また,DNAミ
 スマッチ修復(MMR)異常も,大腸における重要な発癌リスクファクターとなっていることが
 明らかとなった。特に,リピート数のミスマッチは,マイクロサテライト不安定性(MSI)の原
 因となると考えられている。さらに,MSI+の癌では,MMR遺伝子に異常のある場合の標的遺
 伝子として,しばしば蛋白コード領域内の繰り返し配列にフレームシフト型の変異を生じる複数
 の遺伝子(TGIFβR私1GF11R,B河X,んMSH3,んM8万6)の異常も報告されている。大腸癌の
 予後決定因子に関しては,様々な報告があるが,MSIもその一つであると報告されている。最
 近,腫瘍細胞間浸潤CD8+丁細胞(CD8)の存在が,癌の進行度(TNM分類)と並んで最も重
 要な予後決定因子であると報告された。大腸癌は遺伝子レベルからの発癌メカニズムの解明が最
 も進んでいるが,低分化型腺癌は,組織学的に稀なため,未だ充分な遺伝子的検討がなされてお
 らず,MSI+と低分化型腺癌との間の有意な相関関係を示す報告はない。また,MMR遺伝子の
 標的と考えられる遺伝子群の異常の有無まで検討した報告も未だない。予後に関して,MSIと
 免疫系との相関も充分には検討されていない。
 本研究では,低分化型腺癌の発癌機構をゲノム不安定性及び癌関連遺伝子の異常の面から調べ,
 また,予後に関して,MSIとそれにより生じた異常蛋白の認識により成立すると考えられる免
 疫系との相関についても検討し,次のことを明らかにした。
 (1)低分化型腺癌の発生には,MSIを指標とするゲノム不安定性が主要な原因の一つとなって
 おり,MMR異常の発癌メカニズムヘの関与が示唆された。(2)p53蛋白の核内異常集積または
 TP53のLOHの高率な検出率に比べてK-rαsの変異は低率で,いわゆるadenoma-carcinoma
 sequenceとは異なる経路を経て癌化するものが優位である可能性が示唆された。(3)予後に関し
 て,MSI+の場合に賦活増強されると考えられる免疫系の指標の一つとしてCD8の存在が重要
 であり,両者のかかわり合いがより強い予後決定因子となりうる可能性が考えられた。
 以上,30以上の症例による詳細な遺伝子的検討をして,一定の傾向を見いだした意義は大き
 く,また,予後との関係においても,MMR異常の発癌への深い関係,その結果として免疫系
 が賦活増強されるため良好な予後につながることを示唆した研究であり,今後の癌診療での本研
 究成果の果たす役割は大きいといえる。従って,本論文は学位に充分,値するものと思われる。
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